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Sorting para hacer FISH 



Celulas 

plasmaticas 

patologicas 


Celulas 

plasmaticas 

normales 
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Principios de Sorting 
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Sorter Celular FACSMelody 



> Facilidad de uso 

todos los procesos de sorting estan 
automatizados. 

> 3 laseres 9 colores. 

> Ajuste automatico de MFI y de 
compensacion, reproducibilidad de 

resultados 

> Las patentes y desarrollos mas 
novedosos de BD para hacer equipo 
de facil manejo 

> Control de temperatura de las 
muestras 


> Aerosol Management Option (AMO): 
Sistema para atrapar particulas 
aerozilizadas durante el sorting 
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Separacion Celular 


High-Throughput, Single Cell Whole Transcriptome Sequencing Analysis of Cancer Cells with the 
New BD FACSMelody™ Cell Sorter and BD™ Precise assay 

Xiaoyang (Alice) Wang , 1 Chip Lomas , 1 Craig Betts , 2 Aaron Walker , 2 Christina Fan 2 , Suzanne Weaver 2 
Biosciences, San Jose, CA, 2 BD Genomics, Menlo Park, CA, United States 


The complete workflow from single cell sorting 
to single cell mRNA sequencing analysis 



Single cell 
suspension 



BD FACSMelody 
single sell 
sorting 


Select and 
isolate cells 


BD Precise 



Barcode, index 
transcripts and cells 
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Data Sequencer 

analysis 


Amplify target 
genes and create 
NGS library 
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BD Precise 
assays 
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Patron genico de cada tipo celular es particular y 

unico 


Streamlined data analysis 
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Analisis de componente principal 
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Utilidad del sorting 


Obtener poblaciones celulares especificas 



Subcultivo de las fracciones colectadas 
Microscopia optica o de fluorescencia 
Estudios del genoma: secuenciacion 

FISH 



Celulas Celulas 

plasmaticas plasmaticas 
patologicas normales 
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Utilidad del sorting en clfnica 

Es util para la evaluacion del riesgo de los pacientes ya que: 

• Facilita la deteccion traslocaciones caracteristicas 

• Facilita la deteccion de deleciones 

• Da informacion sobre ploidia 

Ej: Traslocaciones 14q32: Presentes en 50% de MGUS y en el 55-70% de los 
mielomas. 

Panel minimo Mieloma (IMWG): 

t(4;14)(pl6;q32) -Riesgo intermedio 

t(14;16)(q32;q23) -Alto riesgo 

del(17pl3.1) -Alto riesgo 

Panel mas completo incluye: 

t(ll;14)(ql3;q32) -Riesgo standard 

del 13 -Riesgo intermedio 

Categoria de ploidia-Riesgo standard (hiperd.)/intermedio (hipodiploide) 

Anormalidades del cromosoma 1 
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Riesgo segun alteracion 
citogenetica 


Table 13.12 Mayo Stratification of Myeloma and Risk-Adapted Therapy. 

Adapted from Chesi M and Bergsagel PL {690} 

Standard risk (60%) 

Intermediate risk (20%) 

High risk (20%) 

t(11;14) 

t(4;14) 

Del 17p 

t(6;14) 

Del 13 

t(14;16) 

Hyperdiploid 

Hypodiploid 

t(14;20) 

All others 


GEP high-risk signature 

OS: 8-10 years 

OS: 4-5 years 

OS: 3 years 

GEP, gene expression profiling: OS, overall survival. 



12 


© 2016 BD. BD and the BD Logo are trademarks of Becton, Dickinson and Company. 


QBD 



Utilidad de la separacion celular 


Aislamiento celular para 
estudios funcionales 

Aislamiento celular para 
estudios morfologicos 

Aislamiento para cultivos 
celulares 


Aislamiento para realizacion de 
tecnicas moleculares: 

-Quimerismo post- trasplantes de 
MO 

-Translocaciones 


FACS-based cell sorter 


FISH 

Next Generation ^ ^ ^ 
Sequencing 

j- * 


Mass-spectrometry 


Transplantation 



Collection tubes (purified tumor cells) 


Investigacion para desarrollo 
de protocolos de Terapia Genica 


BBACAN-87906; No. of pages: 18: 4C: 3,4, 10 
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Wang et al. Journal of Hematology & Oncology 2013, 6:85 
httpy/www.jhoonline.org/content/6/1/85 


JOURNAL OF HEMATOLOGY 
& ONCOLOGY 


SHORT REPORT Open Access 


FISH + CD34 + CD38‘ cells detected in newly 
diagnosed acute myeloid leukemia patients can 
predict the clinical outcome 
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Pacientes incorporados en el estudio 


Table 1 Characteristics of the 45 AML patients at diagnosis 



All patients 

N =45 

FISH + CD34 + CD38= 

<1% 

N = 20 

FISH + CD34 + CD38- 

>1% 

N = 25 

P value 

Gender 

Male(%) 

25(55.6) 

10(50) 

15(60) 

0.557 

Female(%) 

20(44.4) 

10(50) 

10(40) 


Age, Median(range) 

42(14-71) 

36(19-71) 

45(14-66) 

0.5600 

WBC r Media n(r an ge) 

14.5(0.63-143) 

12.4(0.63-125.24) 

14.9(1.7-143) 

0.9091 

PLT r Medianfrange) 

42(4-191) 

28(4-191) 

48(16-157) 

0.198 

BM blast% 

58(18-96) 

52.5(20-94.5) 

62(18-%) 

0.265 

FAB subtype 

Ml 

5 

2 

3 

0.694 

M2 

18 

10 

8 


M4 

12 

5 

7 


M5 

9 

3 

6 


M6 

1 

0 

1 


Cytogenetics risk 

Favorable 

24 

10 

14 

0.894 

Intermediate 

12 

6 

6 


Poor 

9 

4 

5 


FLT3 mutations (%) 

5(11.1) 

2(10) 

3(12) 

1 

Allo-HSCT(%) 

14(31.1) 

6(30) 

8(32) 

1 


Patients were stratified into favorable (cases with t(S;2T>, or inv(16), excluding complex cytogenetic), poor (cases with complex cytogenetic changes three or more 
unrelated abnormalities, t(6;9) or 11q23 abnormalities [excluding t(9;l1)]), and intermediate (cases with t(9;11), trisomy 8, 7q-, 9q-, or trisomy 21) risk groups. 
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Antecedente previo 


El enriquecimiento de celulas con un fenotipo CD34+ 6 CD34+CD38- en AML al 
momento del diagnostico, se ha asociado con un alto nivel de enfermedad residual 
despues del tratamiento 


Objetivo 

Generar un protocolo para analizar y separar LICs (leukemia Initiating Cells) de las 
celulas normales dentro del compartimiento de celulas CD34+CD38- de pacientes con 
AML 
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Sorting de celulas LIC (leukemia Initiating Cells) desde el 
compartimiento de celulas CD34+CD38- 


1x106 MNC MO (Ficoll) 

l 

Marcaje: CD45APC, CD34PE 
CD38FITC 

l 

Sorting en portaobjeto 
(1000 a 3000) 

* 

FISH 


FISH on CD34 + CD38 




Gated on Bulk 


CD34 


A Patient #9 


CD45 


B 


U 

co 

VI 



CD45 


CD34 


Figure 1 Flow-FISH strategy results for representative patients with AML1/ETO (A) (sample #9) and CBFp/MYHI 1 (B) (sample #21) in 
the blast population are illustrated. 
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Resultados 


Cuando el porcentaje de celulas FISH+CD34+CD38- es mayor al 1% se correlaciona 
fuertemente con una disminucion en el promedio de sobrevida de los pacientes con 
AMLy disminucion de los pacientes sin recaida (event-free) 

Protocolo Flow-FISH fue un metodo util para distinguir celulas normales y "reales" 
iniciadoras de leucemia dentro de la subpoblacion de celulas CD34+CD38- 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioqui'micas 


Experiencia del laboratorio LEB en 
separacion celular para Oncohematologfa 
utilizando el instrumento BD FACSMelody 


Laboratorio de Especialidades Bioquimicas 
Dra Evangelina Agriello 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioquimicas 


Validacion de la Estandarizacion en BD 

FACSMelody 

Estabilidad del sistema 


FITC 

FACSCantoll 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioquimicas 


FACSCantoll 




m (MFI) 

CY (ft) 

12165,2 

3,4 

12630,5 

1,3 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioqui'micas 


PerCP5.5 


FACSCantoll 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioqui'micas 


Pe-Cy7 


FACSCantoll 



FACSMelody 



Nov [>ec Jan Feb 

13 19 


m (MFI) 

C V (“4) 

15433 0 

2,7 
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1,3 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioqui'micas 


Preparation general de las 

muestras 


Concentration y volumenes (10.10 6 
celulas/ml, volumen extra para crear 
los setting adecuados sin perder 
muestra para separation). 

Filtrar (aproximadamente 30 micras 
de poro). 

Preparation de tubos de recogida: 
conteniendo buffer de sorting (PBS- 
BSA, sin albumina muestras para 
biologia molecular) 


EVALUACION 

PERFORMANCE 


MUESTRA 



LAVADO 


MARCACI6N 


FILTRADO 


ADQUISICI6N 


SORTING 


Pureza, Eficiencia, Recuperation 


OTRAS TECNICAS 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioqui'micas 


Aplicaciones de la separation 
celular en el laboratorio de 
Hematologfa Clmica 


• FISH 

Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia de celulas plasmaticas(PC), 
la cual puede presentar anomalias genomicas asociadas al pronostico 
de estos pacientes; sin embargo, la deteccion de estas mediante 
hibridacion in situ fluorescente (FISH) puede estar limitada por el 
porcentaje de PC en la muestra. 

Las PC policlonales normalmente constituyen entre el 0,2% y el 2,2% 
de la medula osea. Aunque este porcentaje aumenta en pacientes con 
MM, en los casos con bajo porcentaje de PC monoclonales, las celulas 
anormales pueden no detectarse durante el analisis, lo que Neva a un 
resultado falso negativo, es decir, un resultado de FISH que cae por 
debajo de los limites de sensibilidad de la tecnica. 


PATOLOGIAS 



■ MM 
MGUS 

■ SLPT 

■ LLAB 

■ LLC 

■ LCV 

■ NK 

■ EOSINOFILIA 

■ MW 
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Del(lp)/Gain(lq) 



t(14;16)(q32;q23) 

IGH/MAF 



t(ll;14)(ql3;q32) 



del(17p)/TP53 



t(14;20)(q32;ql2) 



Rearreglos del gen IGH (14q32) 
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Laboratorio de Especialidades 
Bioquimicas 


DCOLO 

% CEL PAT 

SORT COUNT 

PATOLOGIA 

TECNICA 

PUREZA 

TPO(min) 

GH 

IGH/IL3 t(5; 14) 

3 ”'“ 

TP53 

t(4; 14) 

t( 14; 16) 

75033 

15 

216.000 

MM 

FISH 

94 

56 



S/R S/R 

S/R 

S/R 

S/R 

75094 

20.2 

648.000 

MM 

FISH 

- 

78 


NEG 


NEG 



75321 

8.3 

648.000 

MM 

FISH 

49 

52 

POS 


NEG POS 

NEG 

NEG 

NEG 

75566 

6 

648.000 

MM 

FISH 

52 

44 

NEG 


POS 

NEG 



75595 

1.5 

460.471 

MM 

FISH 

65 

108 

NEG 


POS 

NEG 



75688 

7.1 

648.000 

MM 

FISH 

53 

54 

NEG 


POS 

NEG 



80049 

2.35 

160.280 

MM 

FISH 

54 

39 




NEG 

NEG 

NEG 

80191 

6.2 

297.473 

MM 

FISH 

71 

40 

NEG 


NEG 

NEG 



80564 

3 

546.922 

MM 

FISH 

43 

69 

S/R 



S/R 



80975 

0.3 

200.000 

MM 

FISH 

55 

49 

NEG 



NEG 



80977 

0.82 

500.000 

MM 

FISH 

63 

83 

S/R 


S/R 

S/R 



80992 

3,1 

800.000 

MM 

FISH 

98 

66 



NEG 

NEG 

NEG 


81232 

10 

100.000 

MM 

FISH 

93 

25 

S/R 


S/R 

S/R 



81559 

0.039 

150.000 

MM 

FISH 

46 

88 

NEG 



NEG 



81573 

7.5 

120.000 

MM 

FISH 

62 

29 




NEG 



82114 


50.000 

MM 

FISH 

- 

35 



NEG 

NEG 

NEG 


82225 

5.6 

190.000 

MM 

FISH 

62 

31 

S/R 


S/R 

S/R 



82274 

0.87 

175.000/75.000 

MM 

FISH 

64 

60 

NEG 


NEG 

NEG 



82899 

2 % 

90.000 todo EDTA 

sorteado 

MM 

FISH 

92 

100 

S/R 


S/R 

S/R 



83228 


500.000 

MM 

FISH 

97.5 




POS NEG 

NEG 




t(14;20) 


NEG 
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La separacion celular es una tecnologfa 
que viene a complementar las tecnicas 
del laboratorio para oncohematologfa a 
traves de: 

1- Enriquecimiento de poblaciones de baja cantidad 
(poblaciones patologicas) 

2- Incrementar la sensibilidad para la deteccion de 
alteraciones citogeneticas 

3- Permitir generar correlaciones entre la citogenetica 
y la sobrevida del paciente 


© 2016 BD. BD , the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 


QBD 



"Separacion celular: Complementando la 
decision clinica y pronostico del paciente" 
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